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(57) Abstract: The invention relates to a tumour-associated peptide containing an amino acid sequence, which is selected from the 
group consisting of SEQ ID No. 1 to SEQ ID No. 79 of the enclosed sequence protocol. Said peptide has the capacity to bond to 
C9 a molecule of the human major histocompatibility complex (MHC) class I. The invention also relates to the use of the peptides for 

O producing a medicament and for treating tumorous diseases. The invention further relates to a pharmaceutical composition, which 
^.^^ comprises at least one of the peptides. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Tumor-assoziiertes Peptid mit einer Amino sauresequenz, die ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus SEQ ID-Nr. 1 bis SEQ ID-Nr. 79 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll, wobei das Peptid die Fahigkeit 
aufweist, an ein Molekiil des menschlichen Haupt-Histokompatibilitats-Komplexes (MHC) Klasse-I zu binden. Die Erfindung be- 
trifft dariiber hinaus die Verwendung der Peptide zur Herstellung eines Arzneimittels und zur Behandlung von Tumorerkrankungen. 
Femer wird eine pharmazeutische Zusammensetzung beschrieben, die mindestens eines der Peptide aufweist- 
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An MHC-Molekule bindende Tumor-assoziierte Peptide 

Die vorliegende Erfindung betrifft Tumor-assoziierte Peptide, 
die die Fahigkeit aufweisen, an ein Molekul des menschlichen 
Haupt-Histokompatibilitats-Komplexes (MHC), Klasse I, zu bin- 
den. 

Derartige Peptide werden bspw. in der Immuntherapie von Tumor- 
erkrankungen eingesetzt. 

Bei der Eliminierung von Tumorzellen durch das Immunsystem 
spielt die Erkennung von Tumor-assoziierten Antigenen (TAA) 
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durch Komponenten des Immunsys terns eine herausragende Rolle. 
Diesem Mechanismus liegt die Voraussetzung zugrunde, dass zwi- 
schen Tumorzellen und normalen Zellen qualitative oder quanti- 
tative Unterschiede bestehen. Um eine anti-Tumor-Antwort her- 
beizufiihren, mussen die Tumorzellen Antigene expr imieren , gegen 
welche eine immunologische Antwort erfolgt, die fur die Elimi- 
nierung des Tumors ausreicht. 

Beteiligt bei der AbstoBung von Tumoren sind insbesondere CD8- 
exprimierende zytotoxische T-Lymphozyten ( im folgenden CTL) - 
Zur Auslosung einer derartigen Immunreaktion durch zytotoxische 
T-Zellen mussen den T-Zellen dazu fremde Proteine/Peptide pra- 
sentiert werden. T-Zellen erkennen Antigene als Peptidf ragmente 
nur dann, wenn diese an Zelloberf lachen von MHC-Moleklilen pra- 
sentiert werden. Diese MHC-Molekule ("major histocompatibility 
complex") sind Peptidrezeptoren, die normal erwe is e Peptide 
innerhalb der Zelle binden, um sie zu der Zelloberf lache zu 
transportieren, Dieser Komplex aus Peptid und MHC-Molekul kann 
durch die T-Zellen erkannt werden. Die MHC-Molekiile des Men- 
schen werden auch als humane Leukozyten-Antigene (HLA) bezeich- 
net . 

Es gibt zwei Klassen von MHC-Molekiilen: MHC-Klasse-I-Molekule, 
die auf den meisten Zellen mit Kern vorkommen, prasentieren 
Peptide, die durch proteolytischen Abbau endogener Proteine 
entstehen- MHC-Klasse-II-Moleklile kommen nur auf prof essionel- 
len Antigen-prasentierenden Zellen (APC) vor und prasentieren 
Peptide exogener Proteine, die im Verlauf der Endozytose von 
APC aufgenommen und verarbeitet werden. Komplexe aus Peptid und 
MHC-Klasse-I werden von CD8-positiven zytotoxischen T- 
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Lymphozyten erkannt, Komplexe aus Peptid und MHC-Klasse-II 
werden von CD4-Helf er-T-Zellen erkannt. 

Damit ein Peptid eine zellulare Immunantwort auslosen kann, 
muss es an ein MHC-Molekul binden. Dieser Vorgang ist voiu Allel 
des MHC-Molekuls und von der Aminos auresequenz des Peptids 
abhangig. MHC-Klasse-I-bindende Peptide sind in der Kegel 8-10 
Reste lang und enthalten in ihrer Sequenz zwei konservierte 
Reste ("Anker"), die mit der entsprechenden Bindungsf urche des 
MHC-Molekuls interagieren . 

Damit das Immunsystem eine effektive CTL-Antwort gegen Tumor- 
abgeleitete Peptide starten kann, mlissen diese Peptide nicht 
nur in der Lage sein, an die bestimmten MHC-Klasse-I-Molekiile 
zu binden, die von den Tumorzellen exprimiert werden, sondern 
sie mussen auch von T-Zellen mit spezifischen T-Zell-Rezeptoren 
(TCR, „T-cell receptor") erkannt werden. 

Das Hauptziel zur Entwicklung einer Tumorvakzine ist die Iden- 
tifizierung und Charakterisierung von Tumor-assoziierten Anti- 
genen, die durch CDS* CTL erkannt werden. 

Die Antigene, die von den Tumor-spezif ischen zytotoxischen T- 
Lymphozyten erkannt werden, bzw. deren Epitope, konnen Molekule 
aus samtlichen Proteinklassen sein, wie z.B. Enzyme, Rezepto- 
ren, Transkriptionsf aktoren, etc. Eine andere wichtige Klasse 
Tumor-assoziierter Antigene sind Gewebe-spezif ische Strukturen, 
wie bspw. CT ("cancer testis" ) -Antigene, die in verschiedenen 
Tumorarten und in gesundem Hodengewebe exprimiert werden. 
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Damit die Proteine durch die zytotoxischen T~Lymphozyten als 
Tumor-spezif isches Antigen erkannt werden, und urn somit in 
einer Therapie eingesetzt werden zu konnen, mussen bestimmte 
Voraussetzungen vorliegen: Das Antigen soli hauptsachlich von 
Tumorzellen exprimiert werden und von Normalgeweben nicht oder 
nur in geringeren Mengen als in den Tumoren, Weiterhin ist 
wunschenswert, wenn das betreffende Antigen nicht nur in einer 
Tuitiorart, sondern auch in weiteren in hoher Konzentration vor- 
liegt. Unbedingt essentiell ist auch das Vorliegen von Epitopen 
in der Aminosauresequenz des Antigens , da solche von einem 
Tumor-assoziierten Antigen abgeleiteten Peptide ( "iminunogene 
Peptide") zu einer T-Zell-Antwort fiihren sollen, sei es in 
vitro Oder in vivo, 

TAAs stellen somit ein Ausgangspunkt fiir die Entwicklung einer 
Tumorvakzine dar. Die Methoden zur Identif izierung und Charak- 
terisierung der TAA beruhen zum einen auf dem Einsatz von in 
Patienten bereits induzierten CTL oder basieren auf der Erstel- 
lung dif f erentieller Trans kriptionsprofile zwischen Tumoren und 
Normalgeweben. 

Das Auffinden von Genen, die in Tumorgeweben uberexprimiert 
sind, Oder die in derartigen Geweben selektiv exprimiert wer- 
den, liefert jedoch keine prazise Information fiir einen Einsatz 
der von diesen Genen transkribierten Antigene in der Immunthe- 
rapie. Dies hat die Ursache darin, dass jeweils nur einzelne 
Epitope dieser Antigene fur einen derartigen Einsatz geeignet 
sind, da nur die Epitope der Antigene - nicht das gesamte Anti- 
gen - durch MHC-Prasentierung eine T-Zell-Antwort hervorrufen. 
Daher ist es wichtig, diejenigen Peptide von uberexprimierten 
Oder selektiv exprimierten Proteinen zu selektieren, die mit 
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MHC-Molekiilen prasentiert werden^ wodurch Angrif f spunkte fur 
die spezifische Tumorerkennung durch zytotoxische T-Lymphozyten 
gewonnen warden konnten. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, mindestens eine neue Aitiinosauresequenz fur ein derartiges 
Peptid bereitzustellen, welches die Fahigkeit aufweist, an ein 
Molekiil des menschlichen Haupt-Histokompatibilitats-Komplexes 
(MHC) -Klasse-I zu binden. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB gelost durch die Bereitstel- 
lung eines Tumor-assoziierten Peptids mit einer Aminosaurese- 
quenz , die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus SEO ID- 
Nr. 1 bis SEQ ID-Nr. 79 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll ^ 
wobei das Peptid die Fahigkeit aufweist, an ein Molekiil des 
menschlichen Haupt-Histokompatibilitats-Komplexes (MHC) Klasse- 
I 2u binden. 

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese 
Weise vollkommen gelost. 

Dabei versteht sich, dass die voiti Tumor identif izierten Peptide 
zur Gewinnung groBerer Mengen und zum Einsatz bei den unten 
aufgefiihrten Zwecken synthetisiert Oder in Zellen zur Expressi- 
on gebracht werden. 

Die Erfinder konnten die obengenannten Peptide als spezifische 
Liganden von MHC-Klasse-I-Molekiilen aus Tumorgewebe isolieren 
und identif izieren. Dabei werden hierin mit dem Begriff "Tumor- 
assoziiert" Peptide bezeichnet, die aus Tumormaterial isoliert 
und identif iziert wurden. Diese Peptide, die auf echten (prima- 
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ren) Tumoren prasentiert werden^ unterliegen also der Antigen- 
prozessierung in einer Tumor-Zelle . 

Die spezifischen Liganden konnen in der Krebstherapie einge- 
setzt werden, z.B. urn eine Immunantwort gegen Tumorzellen zu 
induzieren, die die entsprechenden Antigene exprimieren, von 
denen die Peptide abstaimnen. 

Eine solche Immunantwort in Form einer Induktion von CTL kann 
zuiu einen In vivo erreicht warden. Dazu wird einem Patienten, 
der an einer mit dem TAA assoziierten Tumorerkrankung leidet, 
das Peptid bspw. in Form einer pharmazeutischen Zusammensetzung 
verabreicht . 

Andererseits kann eine CTL-Antwort auf einen Tumor, der die 
Antigene, von denen die Peptide abstammen, exprimiert, auch ex 
vivo ausgelost werden. Dazu inkubiert man die CTL- 
Vorlauf erzellen zusammen mit Antigen-prasentierenden Zellen und 
den Peptiden. AnschlieBend kultiviert man die dadurch stimu- 
lierten CTL und verabreicht diese aktivierten CTL dem Patien- 
ten. 

Weiterhin besteht die Moglichkeit, APC ex vivo mit den Pepti- 
den zu beladen und diese beladenen APC dem Patienten zu vera- 
breichen, der im Tumorgewebe das Antigen exprimiert, von dem 
das Peptid abstammt. Die APC konnen dann wiederum in vivo den 
CTL das Peptid prasentieren und sie aktivieren. 

Die erf indungsgemafien Peptide konnen aber auch als diagnosti- 
sche Reagenzien eingesetzt werden. 
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So kann mit den Peptiden herausgef unden werden, ob in einer 
CTL-Population spezifisch gegen ein Peptid gerichtete CTL vor- 
liegen oder durch eine Therapie induziert wurden. 

AuBerdem kann mit den Peptiden die Zunahme von Vorlaufer T- 
Zellen getestet werden, die eine Reaktivitat gegen das defi- 
nierte Peptid aufweisen. 

Ferner kann das Peptid als Marker dazu verwendet werden, um den 
Krankheitsverlauf eines Tumors zu verfolgen, der das Antigen 
expriiuiert, von dem das Peptid abstammt. 

In der beigefiigten Tabelle 1 sind die identif izierten Peptide 
aufgefiihrt. Dabei sind sie nach den jeweiligen HLA-Typen, an 
die sie binden, geordnet- In der Tabelle sind auBerdein die 
Proteine angegeben, von denen das Peptid abstammt und die je- 
weilige Position des Peptids in dem betreffenden Protein. Dabei 
sind die englischen Bezeichnungen der Proteine beibehalten 
worden, um miss vers tandliche liber set zungen zu vermeiden. Ferner 
sind jeweils die Acc-Nummern angegeben, die in der Genbank des 
"National Center for Biotechnology Information" des National 
Institute of Health gefuhrt werden (siehe 

http: Wwww. ncbi.nlm.nih.gov) . 

Die Erfinder konnten die Peptide (oder Liganden) aus Nieren- 
zelltumoren zweier Patienten, RCCOl und RCC13, isolieren. Dabei 
wurden 68 Liganden aus Tumorgewebe des Patienten RCCOl iso- 
liert, 13 aus Tumorgewebe des Patienten RCC13. Zwei der in 
beiden Patienten identif izierten Liganden waren identisch. Dies 
waren die Peptide mit der SEQ ID-Nr. 1 und 3 (YVDPVITSI von 
met-Protoonkogen (C-Met) und ALLNIKVKL von Keratin 18). 
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Aus den Tumoren der Patienten konnten 7 9 Liganden identif iziert 
werden, von denen 30 an den HIiA-Subtypen HLA-A*02, 13 an HLA- 
A*68, 34 an HLA-B*18 oder HLA--B*44 und 2 an HLA*24 gebunden 
waren . 

HLA-A* 02 -Liganden wiesen alia das allel-spezif ische Peptidmotiv 
auf: (Leucin/Valin, Isoleucin, Alanin oder Methionin an Positi- 
on 2 , Leucin/Valin, Isoleucin oder Alanin am C-Terminus - 

Einige der Liganden stammten von stark exprimierten sogenannten 
"Housekeeping" Genen ab, die in den meisten Geweben gleichmaBig 
exprimiert werden, viele zeichneten sich aber durch Tumor- 
Assoziierung aus. 

Bei dem Peptid mit der Sequenz ID-Nr. 1 YVDPVITSI handelt es 
sich z.B. urn einen Liganden, der insbesondere mit Tumoren in 
Verbindung gebracht wird und der vom met-Protoonkogen (c-Met) 
(Position 654-662) abstaramt. Die Peptide mit der Sequenz ID-Nr. 
2, 22 und 2 3 stammen vom Adipophilin (auch als "Adipose diffe- 
rentiation related" Protein bezeichnet) ab und weisen die Posi- 
tionen 129-137, 62-71 und 349-358 in diesem Protein auf, wobei 
die letzteren beiden zu den durch HLA-A*68 prasentierten Pepti- 
den zahlten. Bei dem Liganden mit der Sequenz ID-Nr. 3 handelt 
es sich urn einen Liganden, der von Keratin 18 herruhrt und dort 
bei Position 365-373 lokalisiert ist. 

Der groJ3te Teil der Liganden wies an Position 2 die Aminosaure 
Glutaminsaure (E) auf, eine Anker-Aminosaure des HLA-B*44- 
Subtyps . So konnten Peptide identif iziert werden, die von Pro- 
teinen abstammen, die sich bereits in frliheren Versuchen als 
immunogen erwiesen haben, wie bspw. das Peptid mit der Sequenz 
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ID-Nr. 5, welches von dem Protein Annexin II abstammt (Position 
in Annexin II: 55-63). Dieses Protein erwies sich in bezug auf 
MHC Klasse II-Molekule in Melanom-Patienten als iminunogen (sie- 
he Heinzel et al-. The self peptide annexin II (208 - 223) 
presented by dendritic cells sentisizes autologous CD4+ T 
lymphocytes to recognize melanoma cells, 2001, Cancer Immunol. 
Immunother . 49 : 671-67 8 ) - 

AuBerdem konnten einige Peptide identif iziert werden, die von 
Proteinen abstammen, die insbesondere in Tumorgewebe liberexpri- 
miert warden. So konnten Fragmente von Vimentin (EEIAFLKKL, 
Position 229-237) und Caldesmon (DEAAFLERL, Position 92-100) 
identif iziert werden. Young et al.. Expression profiling of 
renal epithelial neoplasms: a method for tumor classification 
and discovery of diagnostic molecular markers, 2001, Am. J. 
Pathol., 158:1639-1651) zeigten, dass diese Proteine in Gewebe 
von Nierenzelltumoren iiberexprimiert waren. 

Die Erfinder konnten auBerdem u.a. Liganden identif izieren, die 
von ets-1 (NEFSLKGVDF, Position 86-95), Alpha-Catenin 
(NEQDLGIQY, Position 169-177) und Galectin 2 (SEVKFTVTF, Posi- 
tion 80-88) abstammen. 

Weiterhin isolierten die Erfinder das Fragment YYMIGEQKF (Se- 
quenz ID-Nr. 79), welches von dem Enzym Nicotinamid-N- 
Methyltransf erase abstammt (Position 203-211). Takahashi et 
al.. Gene expression profiling of clear cell renal cell carci- 
noma: gene identification and prognostic classification, 2001, 
Proc. Natl. Acad- Sci. USA, 98:9754-974 9, zeigten, dass dieses 
Enzym in Nierenzelltumorgewebe Iiberexprimiert war. 
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Die Erfinder konnten uberraschenderweise fur eines der identi- 
fizierten Peptide spezifische zytotoxische T-Lymphozyten in 
Spenderblut nachweis en. Dadurch ist das Potential gegeben, um 
eine spezifische CTL-Antwort gegen die Tiamoren zu triggern. 

Ferner konnten die Erfinder in eigenen Versuchen zeigen, dass 
es unter Verwendung zweier beispielhaft ausgewahlter Peptide 
moglich war, in vitro zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) zu gene- 
rieren, die spezifisch flir das Peptid mit der SEQ ID-Nr. 1 (c- 
Met-Protoonkogen-Fragment oder c-Met-Peptid) oder spezifisch 
fur das Peptid mit der SEQ ID-Nr. 2 ( Adipophilin-Fragment oder 
Adipophilin-Peptid) waren. Mit diesen CTL konnten gezielt Tu- 
morzellen abgetotet werden, welche die entsprechenden Proteine 
exprimierten und welche darliber hinaus von verschiedenen Tumor- 
Zelllinien unterschiedlicher Patienten stammten. Die Erfinder 
konnten weiterhin zeigen, dass die genannten CTL auch bspw, 
dendritische Zellen lysierten, die zuvor mit den jeweiligen 
Peptiden "gepulst" (beladen) wurden. Durch diese Versuche konn- 
ten die Erfinder zeigen, dass mit den erf indungsgemaBen Pepti- 
den als Epitope humane T-Zellen in vitro aktiviert werden konn- 
ten. Die Erfinder konnten demnach nicht nur zeigen, dass CTL, 
die aus peripheren Blut-mononuklearen-Zellen (PBMNC) eines 
Patienten gewonnen wurden und die flir ein bestimmtes Peptid 
spezifisch waren, Zellen der gleichen Tumorart eines anderen 
Patienten abtoten konnten. Die Erfinder zeigten auiSerdem, dass 
mit diesen CTL auch Zellen anderer Tumor arten lysiert werden 
konnten . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm konnen auch Peptide zur 
Stimulierung einer Immunantwort eingesetzt werden, die die 
Sequenz ID-Nr. 1 bis 79 aufweisen und bei denen zumindest eine 
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Aminosaure durch eine andere Aminosaure mit ahnlichen chemi- 
schen Eigenschaf ten ersetzt ist. 

Dies sind mit Bezug auf die jeweiligen MHC-Subtypen bspw. die 
Anker ami no saur en, die durch Aminosauren mit ahnlichen chemi- 
schen Eigenschaf ten ersetzt werden konnen. So kann bspw. bei 
Peptiden, die mit dem MHC-Subtyp HLA-A*02 assoziiert sind, an 
Position 2 Leucin mit Isoleucin, Valin oder mit Methionin und 
umgekehrt ausgetauscht werden, und am C-Terminus Leucin mit 
Valin, Isoleucin und Alanin, die allesamt unpolare Seitenketten 
aufweisen . 

Weiterhin ist es moglich. Peptide mit der Sequenz ID-Nr, 1 bis 
79 einzusetzen, die N- oder/und C-terminal zumindest eine wei- 
tere Aminosaure aufweisen oder bei denen zumindest eine Amino- 
saure deletiert ist. 

Weiterhin konnen Peptide mit der Sequenz ID-Nr. 1 bis 7 9 einge- 
setzt werden, bei denen zumindest eine Aminosaure chemisch 
modifiziert ist. 

Die variierende ( n) Aminosaure ( n) ist (sind) dabei so gewahlt, 
dass durch die Variation die Immunogenitat des Peptids nicht 
beeintrachtigt ist, d.h. eine ahnliche Bindungsaf f initat an das 
MHC-Molekiil und die Fahigkeit zur T-Zell-Stimulierung aufweist. 

Erf indungsgemaB kann das Peptid zur Behandlung von Tumorerkran- 
kungen und/oder adenomatoser Erkrankungen verwendet werden. 

Die zu behandelnden Tumor erkrankungen umfassen dabei bspw. 
Nieren-, Brust-, Pankreas-, Magen-, Hoden- und/oder Hautkrebs. 
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Die Aufzahlung der Tumorerkrankungen ist dabei lediglich bei- 
spielhaft. und soil den Verwendungsbereich nicht eingrenzen. 

Dass die erf indungsgemaBen Peptide flir eine solche Verwendung 
geeignet sind^ konnten die Erfinder in eigenen Versuchen zei- 
gen. Darin wurde nachgewiesen, dass eigens generierte CTL, die 
spezifisch fiir bestimmte Peptide waren, effektiv und selektiv 
Tumor zellen abtoten konnten. 

Fiir einen Einsatz von Tumor-assoziierten Antigenen in einer 
Tumorvakzine sind grundsatzlich mehrere Applikationsf ormen 
moglich. So beschrieben Tighe et al., 1998, Gene vaccination: 
plasmid DNA is more than just a blueprint, Immunol. Today 
19 ( 2 ) : 89-97 , dass das Antigen entweder als rekombinantes Prote- 
in mit geeigneten Adjuvantien bzw- Tragersystemen oder als die 
fiir das Antigen kodierende cDNA in Plasmidvektoren verabreicht 
werden kann. In diesen Fallen muss das Antigen im Korper des 
Patienten von Antigen-prasentierenden Zellen (APC) verarbeitet 
und prasentiert werden, damit eine Immunantwort ausgelost wird. 

Melief et al.^ 1996, Peptide-based cancer vaccines, Curr. Opin. 
Immunol. 8:651-65 7, zeigen eine weitere Moglichkeit, namlich 
die Verwendung von synthetischen Peptiden als Vakzine. 

Das Peptid kann dabei in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm mit 
Zugabe von Adjuvantien verwendet werden, oder aber auch in 
Alleinstellung . 

Als Adjuvans kann bspw. der Granulocyte-macrophage-colony- 
stimulating-f actor (GM-CSF) eingesetzt werden. 
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Weitere Beispiele fur solche Adjuvantien sind Aluminiumhydro- 
xid, Emulsionen von Mineralolen, wie bspw. das Freund'sche 
Adjuvans, Saponine Oder Siliciumverbindungen. 

Die Verwendung mit Adjuvantien bietet den Vorteil^ dass die 
durch das Peptid ausgeloste Immunantwort verstarkt werden kann 
und/oder dass das Peptid stabilisiert wird. 

In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird das Peptid 
gebunden auf einer Antigen-prasentierenden Zelle eingesetzt- 

Diese MaBnahme hat den Vorteil, dass die Peptide dem Immunsys- 
tern, insbesondere den zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) , pra- 
sentiert werden konnen . Dadurch konnen die CTL die Tumorzellen 
erkennen und spezifisch abtoten. Als Antigen-prasentierende 
Zellen sind bspw. dendritische Zellen, Monozyten oder B- 
Lymphozyten flir einen solchen Einsatz geeignet. 

Dabei werden die Zellen bspw. ex vivo mit den Peptiden beladen. 
Andererseits besteht auch die Moglichkeit, die Zellen mit der 
fur die Peptide kodierenden DNA oder der entsprechenden RNA zu 
transf izieren, um dann die Peptide auf den Zellen zur Expressi- 
on zu bringen. 

Die Erfinder konnten in eigenen Versuchen zeigen, dass es mog- 
lich ist, dendritische Zellen (DC) mit spezifischen Peptiden zu 
beladen, und dass diese beladenen dendritischen Zellen Peptid- 
spezifische CTL aktivieren. Dies bedeutet, dass das Immunsystem 
stimuliert werden kann, CTL gegen die Tumore zu entwickeln, 
welche die entsprechenden Peptide exprimieren. 
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Die das Peptid tragenden Antigen-prasentierenden Zellen konnen 
dabei entweder direkt verwendet werden oder aber vor einem 
Einsatz bspw, mit dem Hitzeschock-Protein gp96 aktiviert wer- 
den. Dieses Hitzeschock-Protein induziert die Expression von 
MHC-Klasse I-Molekiilen und von costimulierenden Molekiilen wie 
B7 und stimuliert auBerdem die Produktion von Zytokinen. Da- 
durch wird insgesamt die Auslosung von Immunantworten gefor- 
dert . 

In einer anderen bevorzugten Ausf iihrungsf orm werden die Peptide 
zur Markierung von Leukozyten, insbesondere von T~Lyraphozyten 
verwendet • 

Diese Verwendung ist von Vorteil, wenn mit den Peptiden heraus- 
gefunden werden soll^ ob in einer CTL-Population spezifisch 
gegen ein Peptid gerichtete CTL vorliegen. 

Ferner kann das Peptid als Marker zur Beurteilung eines Thera- 
pieverlaufes bei einer Tumorerkrankung verwendet werden. 

Auch bei anderen Iininunisierungen oder Therapien kann das Peptid 
fur das Monitoring der Therapie eingesetzt werden. Somit ist 
das Peptid nicht nur therapeutisch, sondern auch diagnostisch 
einsetzbar . 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm werden die Peptide zur Her- 
stellung eines Antikorpers eingesetzt. 

Polyklonale Antikorper konnen in herkoinmlicher Weise durch 
Immunisierung von Tieren mittels Injektion der Peptide und 
anschlieBender Reinigung des Iirmiunglobulins gewonnen werden. 
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Monoklonale Antikorper konnen nach Standardprotokollen herge- 
stellt werden^ wie bspw, in Methods Enzymol. (1986), 121, Hyb- 
ridoma technology and monoclonal antibodies, beschrieben. 

Die Erfindung betrifft auBerdem in einem weiteren Aspekt eine 
pharinazeutische Zusammensetzung , die eines oder mehrere der 
Peptide enthalt. 

Diese Zusammensetzung dient bspw. der parenteralen Verabrei- 
chung, bspw. subkutan, intradermal oder intramuskular , oder der 
oralen Verabreichung - Dabei sind die Peptide in einem pharma- 
zeutisch annehmbaren, vorzugsweise wassrigen, Trager gelost 
oder suspendiert- Dariiber hinaus kann die Zusammensetzung 
Hilfsstoffe, wie bspw. Puffer, Bindemittel, Verdunnungsmittel, 
etc. enthalten. 

Die Peptide konnen auch zusammen mit immunstimulierenden Sub- 
stanzen, z.B. Zytokinen, verabreicht werden, Eine umfassende 
Darstellung von Hilf sstof f en, wie sie bei einer derartigen 
Zusammensetzung verwendet werden konnen, ist bspw. in A. Kibbe, 
Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3. Ed., 2000, American 
Pharmaceutical Association and pharmaceutical press, 
dargestellt . 

Das Mittel kann dabei zur Pravention, Prophylaxe und/oder The- 
rapie von Tumorerkrankungen und/oder adenomatoser Erkrankungen 
eingesetzt werden. 

Das pharmazeutische Mittel, das zumindest eines der Peptide mit 
der Sequenz ID-Nr. 1 bis 79 enthalt, wird einem Patienten ver- 
abreicht, der an einer Tumorerkrankung leidet, mit der das 
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betreffende Peptid bzw. Antigen assoziiert ist. Dadurch kann 
eine Tumor-spezif ische Immunan-bwort auf Basis Tumor- 
spezifischer CTL ausgelost werden. 

Die in der pharmazeutischen Zusammensetzung vorliegende Menge 
des Peptids Oder der Peptide liegt dabei in einer therapeutisch 
effektiven Menge vor. Dabei konnen die in der Zusammensetzung 
enthaltenen Peptide auch an mindestens zwei verschiedene HLA- 
Typen binden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt 
Nukleinsauremolekule , die fiir die Peptide mit der Sequenz ID- 
Nr, 1 bis 7 9 kodieren. 

Die Nukleinsauremoleklile konnen dabei DNA- oder RWA-Moleklile 
sein und ebenfalls fur die Immuntherapie von Krebserkrankungen 
eingesetzt werden. Dabei induziert das von dem Nukleinsauremo- 
lekul exprimierte Peptid eine Immunantwort gegen Tumor zellen, 
die das Peptid exprimieren. 

Erf indungsgemaB konnen die Nukleinsauremoleklile auch in einem 
Vektor vorliegen. 

Dariiber hinaus betrifft die Erfindung Zellen, die mit Hilfe des 
Nukleinsauremolekiils , welches fur die Peptide kodiert, gene- 
tisch derart verandert wurde, dass sie ein Peptid mit der Se- 
quenz ID-Nr. 1 bis 79 produziert. 

Die Zellen werden hierfiir mit der fiir die Peptide kodierenden 
DNA Oder der entsprechenden RNA transf iziert , wodurch die Pep- 
tide auf den Zellen zur Expression gebracht werden. Fiir einen 
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solchen Einsatz sind als Antigen-prasentierende Zellen bspw, 
dendritische Zellen, Monozyten oder B-Lymphozyten geeignet. 

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils 
angegebenen Kombination, sondern auch in Alleinstellung ver- 
wendbar sind, ohne den Rahmen der vorliegenden Erfindung zu 
verlassen. 

Ausf uhrungsbeispiele der Erfindung warden in den nachf olgenden 
Beispielen und den beigefligten Figuren dargestellt und erlau- 
tert, Es zeigen: 

Fig. 1 die Detektion von Keratin 18-spezif ischen CD8"^-T- 

Lymphozyten ; 

Fig. 2a-d die Induktion von c-Met- (SEQ ID-Nr. 1), Fig. 2a+b 
Oder Adipophilin- (SEQ ID-Nr. 2), Fig. 2c+d, Peptid- 
spezif ischen CTL-Antworten in vitro } 

Fig. 3a-f die Antigen-spezif ische Lyse von c-Met- oder Adi- 
pophilin-exprimierenden Tumor- Ze 11 linien durch CTL, 
induziert durch c-Met- (SEQ ID-Nr. 1), Fig. 3a-d, 
Oder Adipophilin- (SEQ ID Nr. 2), Fig. 3e-f, Peptid- 
induzierten CTL; 

Fig. 4a-c Lysis-Inhibitionsassays mit ^^Cr-markierten Tumor- 
zellen und unmarkierten, Peptid-gepulsten T2-Zellen 
durch c-Met- (SEQ ID-Nr. 1), Fig. 4a+b, oder Adi- 
pophilin- ( SEQ ID-Nr. 2), Fig. 4c, Peptid-induzierten 
CTL; 
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Fig. Ba+b die Lyse von autologen, mit Tumor-RNA transf izierten 
DC durch c-Met- (SEQ ID-Nr, 1), Fig, 5a, oder Adi- 
pophilin-(SEQ ID-Nr. 2), Fig. 5b, Peptid induzierte 
CTL; 

Fig. 6 in-v^itro-induzierte Adipophilin-spezif ische autologe 

CTL erkennen autologe Tumorzellen eines Patienten 
mit chronisch lymphatischer Leukamie, aber nicht au- 
tologe dendritische oder B-Zellen. 

Beispiel 1 

1.1. Patientenproben 

Von der Abteilung fiir Urologie, Universitat Tubingen, wurden 
zwei Proben erhalten, die von Patienten stamiaten, die histolo- 
gisch bestatigte Nierenzelltumore aufwiesen. Beide Patienten 
hatten keine preoperative Therapie erhalten. Patient Nr. 1 (im 
folgenden mit RCCOl bezeichnet) besaB die folgende HLA- 
Typisierung: HLA-A*02 A*68 B*18 B*44; der Patient Nr. 2 (im 
folgenden mit RCC13 bezeichnet) HLA-A*02 A*24 B*0 7 B*4 0. 

1 • 2 . Isolierunq der MHC-Klasse-I-gebundenen Peptide 

Die schockgef rorenen Tumorproben wurden prozessiert wie bereits 
beschrieben in Schirle, M. et al.. Identification of tumor- 
associated MHC class I ligands by a novel T cell-independent 
approach, 2 000, European Journal of Immunology, 30:2216-2225. 
Die Peptide wurden nach Standardprotokollen isoliert, und zwar 
unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers W6/32, der spezi- 
fisch fur die HLA-Klasse-I-Moleklile ist, oder des monoklonalen 
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Antikorpers BB7.2, der flir HLA-A2 spezifisch ist. Barnstable, 
C.J, et al., Production of monoclonal antibodies to group A 
erythrocytes, HLA and other human cell surface antigens-new 
tools for genetic analysis, 1978, Cell, 14:9-20 und Parham, P. 
& Brodsky, F.M. , Partial purification and some properties of 
BB7.2. A cytotoxic monoclonal antibody with specificity for 
HLA-A2 and a variant of HLA-A28, 1981, Hum. Immunol., 3:277- 
299, beschrieben die Herstellung und Anwendung dieser Antikor- 
per . 

1.3. Massenspektroskopie 

Peptide, die aus dem Tumor gewebe des Patienten RCCQl gewonnen 
wurden, wurden durch "reversed phase HPLC" getrennt (SMART- 
System, jiiRPC C2/C18 SC 2.1/19, Amersham Pharmacia Biotech) und 
die erhaltenen Fraktionen durch nanoESI MS analysiert. Dabei 
wurde vorgegangen, wie beschrieben in Schirle, M. et al.. Iden- 
tification of tumor-associated MHC class I ligands by a novel T 
cell-independent approach, 2000, European Journal of Immunol- 
ogy, 30 : 2216-2225 . 

Die Peptide, die aus Tumorgewebe des Patienten RCC13 gewonnen 
wurden, wurden wie eben erwahnt durch Kapillar-LC-MS identifi- 
ziert, allerdings mit geringf ligigen Anderungen: 100 pi der 
Proben wurden jeweils geladen, entsalzt und auf einer 300 * 
5 mm CIS jLi-Vorsaule (LC Packings) vorkonzentriert - Das Losungs- 
mittel und die Probe wurden mittels einer Spritzenpumpe (PHD 
2000, Harvard Apparatur, Inc.) mit einer abgedichteten 100 jjI- 
Spritze (1710 RNR, Hamilton) mit einer Geschwindigkeit von 
2 jul/min zugefiihrt. Zur Trennung der Peptide wurde die Vorkon- 
zentrierungssaule vor eine 75 jjm * 250 mm C-18-Saule (LC Pa- 
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ckings) geschaltet, AnschlieBend wurde ein binarer Gradient mit 
25-60% B innerhalb von 70 itiin gefahren^ wobei die Flussrate von 
12 jL/l/min auf ungefahr 300 nl/min reduziert wurde, und zwar 
unter Verwendung eines TEE-Anschlusses (ZTIC, Valco) und einer 
300 jufin * 150 mm C-18-Saule. 

Um sicherzustellen, dass das System frei von restlichen Pepti- 
den war, wurde jeweils eine Leer-Probe gemessen, Online- 
Fragment ierung wurde wie beschrieben durchgef lihrt , und die 

Spektren der Fragmente wurden manuell analysiert. Die Daten- 
bankrecherchen (NCBInr, EST) wurden unter Verwendung von MASCOT 
durchgef uhrt ( http : / /www.matrixscience . com) . 

1.4. Identif izierunq von 77 MHC-Klasse-I-Liqanden aus Tumorqe- 
webe des Patienten RCCOl 

In der beigefugten Tabelle 1 sind die Liganden aufgefiihrt, die 
an HLA-A*02, HLA-A*68, HLA-B*18 oder HLA-B*44 gebunden waren. 
Die Peptide, die mit HLA-A*02 assoziiert waren, wiesen das 
allel-spezif ische Peptidmotiv auf: So waren an Position 2 Leu- 
cin, Valin, Isoleucin, Alanin oder Methionin und am C-Terminus 
Leucin, Valin, Isoleucin, oder Alanin zu finden. Die meisten 
der Liganden stammten von sogenannten "housekeeping"-Proteinen 
ab, jedoch konnten auch Liganden von Proteinen identif iziert 
werden, die mit Tumoren assoziiert sind. 

Mit HLA-A*68 assoziierte Liganden wurden durch ihre Ankeramino- 
sauren Threonin, Isoleucin, Valin, Alanin oder Leucin an Posi- 
tion 2 und Arginin oder Lysin am C-terminalen Ende identifi- 
ziert. Dies deutete auf den Subtyp HLA-A*68 01 hin. Zu den HLA- 
A*68-assoziierten Peptiden zahlten zwei Liganden von Adipophi- 
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lin, MTSALPEIQK und MAGDIYSVFR, weiterhin auch das vom Tumor- 
assoziierten Zyclin Dl abstammende ETIPLTAEKL. Von Annexin II 
stainint das Peptid TIVNILTNR ab, dieses Protein erwies sich im 
Zusammenhang mit MHC-Klasse-II bei Melanom-Patienten als immu- 
nogen (siehe Heinzel et al., The self peptide annexin II (208 - 
223) presented by dendritic cells sentisizes autologous CD4+ T 
lymphocytes to recognize melanoma cells, 2001, Cancer Immunol. 
Immunother. 49:671-678). Die weiteren Liganden wiesen an Posi- 
tion 2 Glutaminsaure auf, welche eine Ankeraminosaure fur den 
HLA-B*4 4-Subtyp ist. Das Peptidmotiv fur HLA-B*18 ist bislang 
unbekannt, weshalb die Liganden dieser beiden HLA-B-Molekule 
nicht unterschieden werden konnten. 

1 • 5 . MHC-Klasse-I-Liqanden aus Tumoraewebe des Patienten RCC13 

Auch fiir dieses Tumorgewebe konnten die gleichen Liganden iden- 
tifiziert werden, die bei dem Patienten RCCOl identif iziert 
wurden und die von met-Protoonkogen (c-Met) und Keratin 18 
abstammten. Dies waren die Peptide mit der SEQ ID-Nr. Nr. 1 und 
3. Dariiber hinaus konnten noch andere Liganden aus diesem Tu- 
morgewebe gewonnen werden: So wurde bspw. ein Ligand identif i- 
ziert, der von der Nicotinamid-N-Methyltransf erase (NNMT) ab- 
stammt, einem Gen, das in mehr als 95 % aller Nierentumore 
uberexprimiert wird. Weiterhin uberlappen einige weitere Ligan- 
den mit dem Peptid-Repertoir von RCCOl. 

1.6. Nachweis von Keratin 18-spezif ischen T-Zellen im normalen 
CD8''-T-Zell-Repertoir 

Mononucleare Zellen aus peripherem Blut gesunder Patienten 
wurden mit HLA-A*02 01-Tetrameren gefarbt, welche entweder mit 
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den Adipophilin-, Keratin 18- oder met-Protoonkogen (c-Met)- 
Peptiden konstituiert waren: Zur Herstellung der Tetramere 
wurden rekombinante HLA-A*02 Ol-Molekiile in vitro mit den Pepti- 
den SVASTITGV ( SEQ ID-Nr. 2, Adipophilin ) , ALLNIKVKL (SEQ ID- 
Nr. 3, Keratin 18) oder YVDPVITSI (SEQ ID-Nr, 1, met- 
Protoonkogen^ c-Met) konstituiert , durch Gelf iltration gerei- 
nigt, biotinyliert und mit Streptavidin zur Verknupfung der 
Monomere gemischt. 

Uberraschenderweise konnte eine signifikante Population von 
CD8'*'-T-Lymphozyten gefunden warden, die fur Keratin 18 bei vier 
von 22 gesunden Patienten spezifisch war. In Fig. 1 sind die 
Ergebnisse der Doppelf arbung anhand von Dotplots gezeigt, wobei 
die mittlere Reihe die Ergebnisse der Farbung mit Keratin 18 
zeigt. Zwischen 0,02 und 0,2 % der CD8'*'-T-Zellen war spezifisch 
fiir Keratin 18- Aus der unteren Reihe der Dotplots ist zu er- 
kennen, dass diese Bindung des Keratin 18-Tetramers spezifisch 
war - 

Beispiel 2 

Urn die Prasentation der Peptide mit der SEQ ID-Nr. 1 (YVDPVIT- 
SI) (Peptidf ragment des c-Met-Protoonkogens ) und SEQ ID Nr. 2 
(Peptidf ragment von Adipophilin) durch Tumor zellen und die 
Erkennung der Peptide durch CTL zu analysieren, wurden in vitro 
CTL induziert, die spezifisch fiir das c-Met-Peptid (Peptid mit 
der SEQ ID-Nr. 1) waren und CTL, die spezifisch fur das 
Adipophilin-Peptid (SEQ ID-Nr. 2) waren. Dazu wurden dendriti- 
sche Zellen (DC) eingesetzt, die aus peripheren Blut- 
mononuklearen-Zellen (PBMNC) von gesunden, HLA-A*02-positiven 
Spendern stammten . 
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2.1. Gewinnung der DC 

Die DC wurden durch Ficoll/Paque- (Biochrom, Berlin, Deutsch- 
land) -Dichtegradienten-Zentrifugation aus PBMNC von heparini- 
siertein Blut isoliert. Das heparinisierte Blut wurde aus „buffy 
coat"-Praparationen gesunder Spender der Blutbank der Universi- 
tat Tubingen gewonnen. Die Zellen wurden auf 6-well-Platten 
(Falcon, Heidelberg, Deutschland) (1 x 10^ Zellen/ 3 ml pro 
well) in RPIO Medium (RPMI 1640, erganzt mit 10 % Hitze- 
inaktiviertem fetalem Kalberserum und mit Antibiotika) ausge- 
sat. Nach einer 2-stundigen Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 
wurden die nicht-adharierenden Zellen entfernt und die adharie- 
renden Blutmonozyten in RPIO Medium kultiviert, wobei folgende 
Zytokine ins Medium erganzend zugegeben wurden: humanes rekom- 
binantes GM-CSF (granulocyte makrophage colony stimulating 
factor; Leukomax, Novartis ; lOOng/ml), Interleukin IL-4 (R&D 
Systems, Wiesbaden, Deutschland; 1000 lU(ml) und TNF-a (Tumor- 
Nekrose-Faktor a) (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland; 10 
ng/ml ) . 

2.2. Svnthese der Peptide 

Beispielhaft wurden zwei HLA-A*02 bindenden Peptide (c-Met (SEQ 
ID-Nr. 1, YVDPVITSI) oder Adipophilin (SEQ-ID-Nr. 2, 
SVASTITGV) , die wie oben erlautert identif iziert wurden) durch 
Verwendung von F-moc ( 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl ) 
Schutzgruppen auf einem Peptid-Synthetisierer (432A, Applied 
Biosystems , Weiterstadt, Deutschland) synthetisiert und durch 
^reversed phase" HPLC und Massenspektroskopie analysiert. Auf 
diese Weise konnen ausreichende Mengen an den identif izierten 
Peptiden hergestellt werden. 
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2.3. Induktion einer Antiaen-spezif ischen CTL-Antwort unter 
Einsatz von HIjA-A*02 restringierten svnthetischen Peptiden 

Zur Induktion von CTL wurden die in Schritt 2.1. gewonnenen DC 
(5 X 10^) mit den aus Schritt 2.2. erhaltenen Peptiden mit der 
SEQ ID-Nr. 1 Oder der SEQ ID-Nr. 2 mit je 5 0 jug/ml fur 2 Stun- 
den gepulst, anschlieBend gewaschen und mit 2,5 x 10^ autologen 
PBMNC in RPIO Medium inkubiert. Nach einer 7-tagigen Kultivie- 
rungszeit wurden die Zellen mit autologen, Peptid-gepulsten 
PBMNC restimuliert . Dabei wurde 1 ng/ml humanes rekombinantes 
Interleukin IL-2 (R&D Systems) an den Tagen 1, 3 und 5 hinzuge- 
fugt. Die zytotoxische Aktivitat von auf diese Weise induzier- 
ten CTL wurde an Tag 5 nach der letzten Restimulierung mittels 
eines standardisierten ^^Cr-Freisetzungs-Assays (siehe unten, 
unter 2.4.: CTL-Assay) untersucht. 

2.4. CTL-Assav 

Fur die CTL-Assay s wurden als Target-Zellen Tumorzellen, Pep- 
tid-gepulste Zellen verschiedener Zelllinien und autologe DC 
verwendet. Peptid-gepulste Zellen wurden mit 50 jiig/ml Peptid 
(SEQ ID-Nr. 1 oder SEQ ID-Nr. 2) 2 Stunden lang gepulst . Alle 
Target-Zellen wurden in RPlOMedium (RPMI 1640, erganzt mit 10 % 
Hitze-inaktiviertem fetalem Kalberserum und mit Antibiotika) 1 
Stunde lang bei 37°C mit [^^CrjNatriumchromat (^^Cr) markiert. 
AnschlieBend wurden jeweils lO'* Zellen/pro well auf eine 96- 
well -Platte mit abgerundetem Boden gegeben. Verschiedene Mengen 
an CTL wurden hinzugefugt, um ein Endvolumen von 200 jul zu 
erreichen, mit anschlieBender Inkubation fiir 4 Stunden bei 
37 °C- Danach wurden die Uberstande ( SOjul/well ) geerntet und in 
einem beta-Platten-Zahler ausgezahlt. Die spezifische Lyse 
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wurde in Prozent f olgendermaBen berechnet: 100 x (experimentel- 
le Freisetzung — spontane Freisetzung / maximale Freisetzung — 
spontane Freisetzung). Die spontane und die maximale Freiset- 
zung wurde jeweils in Gegenwart von entweder Medium Oder 2 % 
Triton X-100 bestimmt. 

2.5. Ergebnisse der CTL-Induktion 

a) CTL"Zvtotoxische Aktivitat gegenuber Peptid-qepulsten DC 

In Fig. 2 sind die Ergebnisse des ^^Cr-Freisetzungs-Assays 
(siehe unter 2.4.) bezuglich der zytotoxischen Aktivitat indu- 
zierter CTL (siehe unter 2-3.) gegenuber T2- oder DC-Zellen 
dargestellt. Die T2-Zelllinie ist HLA-A*02-positiv und TAP 
(Transporter associated with Antigen processing) —defizient; 
(TAP-Peptid-Transporter transportieren Peptid-Fragmente eines 
Proteinantigens vom Zytosol ins endoplasmatische Retikulum, wo 
sie mit MHC-Molekulen assoziieren. ) 

In den Fig. 2a und 2b ist die zytotoxische Aktivitat von CTL, 
die unter Verwendung des Peptids mit der SEQ ID-Nr. 1 induziert 
wurden^ gegenuber T2-Zellen und DC gezeigt, wobei beide Zellar- 
ten zuvor mit dem (c-Met- )Peptid mit der SEQ ID-Nr. 1 (schwarz 
gefullte Kastchen) oder einem irrelevanten Peptid ( Survivin (= 
"Sv"; ELTLGEFLKL; SEQ ID-Nr. 80) oder HIV (ILKEPVHGV; Pol. HIV- 
1 reverse Transkriptase Peptid, Aminosaurenposition 476-484; 
SEQ ID-Nr. 81) gepulst wurden. In Fig. 2c und 2d ist die zyto- 
toxische Aktivitat von CTL, die unter Verwendung des Peptids 
mit der SEQ ID-Nr. 2 induziert wurden, gegenuber T2- und DC- 
Zellen gezeigt, die zuvor mit dem (Adipophilin) -Peptid mit der 
SEQ ID-Nr. 2 gepulst wurden. 
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Die spezifische Lyse, die sich in der Freisetzung von ^^Cr 
spiegelt^ ist in den Fig. 2a bis 2d - wie auch in den CTL- 
Lysis -Diagrammen der Fig. 3 bis 5 - gegen unterschiedliche 
Verhaltnisse von Ef f ektorzellen (CTL) zu Zielzellen (zu lysie- 
rende^ ^^Cr-markierte Zellen) aufgetragen. 

Wie in den Fig. 2a bis 2d zu erkennen ist^ konnte mit einer 
CTL-Zelllinie, die nach 2-wochiger Restimulation gewonnen wur- 
de, eine Antigen-spezif ische Abtotung der Zellen gezeigt wer- 
den: Nur diejenigen Zellen wurden durch eine ansteigende Menge 
an CTL abgetotet^ die entweder das c-Met-Peptid mit der SEQ ID- 
Nr, 1 prasentierten (Fig. 2a und 2b) oder das Adipophilin- 
Peptid mit der SEQ ID Nr. 2 (Fig. 2c und 2d) (siehe in den Fig. 
2a bis 2d jeweils die Kurven mit den schwarz ausgefullten Kast- 
chen-Symbolen) ; die mit irrelevanten Peptiden beladenen Kon- 
trollzellen wurden nicht abgetotet (Kurven mit leeren Kastchen- 
Symbolen). Dadurch konnte die Spezifitat der zytolytischen 
Aktivitat gezeigt werden. 

b) CTL-zvtotoxische Aktivitat qeqenuber Tumorzelllinien 

In einem nachsten Schritt wurde wiederum anhand eines ^^Cr- 
Freisetzungs-Assays getestet, ob die CTL, die spezifisch fur 
das c-Met-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 1 oder fur das Adipophilin- 
Peptid mit der SEQ ID-Nr. 2 sind, Tumorzellen erkennen und 
lysieren, welche das c-Met-Protoonkogen oder Adipophilin endo- 
gen exprimieren. 

Hierzu wurden die folgenden ^^Cr-markierten^ HLA-A*02-positiven 
Zelllinien eingesetzt: HCT 116 (Darmkrebs; erhalten von Prof. 
G. Pawelec, Tubingen, Deutschland) , A 498 , MZ 1257 und MZ 1774 
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(Nierenzellkarzinom; erhalten Prof. A. Knuth, Frankfurt, 
Deutschland) , MCF-7 (Brustkrebs; kauflich erworben von der 
ATCC, American Type Culture Collection), Mel 1479 (Melanom; 
erhalten von Prof. G, Pawelec, Tubingen, Deutschland) und u 266 

(multiples Myelom; erhalten von Prof, G. Pawelec, Tubingen, 
Deutschland). Diese Zelllinien exprimieren das c-Met- 
Protoonkogen und Adipophilin als Zielstrukturen (^targets"). 

Die B-Zelllinie Croft (EBV(Epstein-Barr-Virus ) -immortalisiert ; 
HLA-A*02-positiv; erhalten von O.J. Finn, Pittsburgh, USA) und 
die Zelllinie SK-OV-3 (Ovarialtumor ; HLA-A*03-positiv; erhalten 
von O.J. Finn, Pittsburgh, USA) wurden als Negativkontrollen in 
die Studien mit aufgenommen. K 562 Zellen (bspw. erhaltlich bei 
der Deutschen Samiulung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 
DSMZ; ACC 10) wurden verwendet, um die Aktivitat naturlicher 
Killerzellen (NK) zu bestimmen, da diese Zelllinie hoch sensi- 
tiv gegeniiber diesen Killerzellen ist, 

Alle Zelllinien wurden in RPIO Medium (RPMI 1640, erganzt mit 
10 % Hitze-inaktiviertem fetalem Kalberserum und mit Antibioti- 
ka) kultiviert. 

Mit den o.g. Tumor-Zelllinien und der wie unter 2.3. induzier- 
ten CTL wurden ^^Cr-Freisetzungsassays (siehe unter 2.4.) durch- 
gefuhrt . 

Die Figuren 3a bis 3f zeigen die Ergebnisse dieser CTL-Assays, 
wobei in den Fig. 3a bis 3d CTL eingesetzt wurden, die unter 
Verwendung des c-Met-Peptids mit der SEQ ID-Nr. 1 induziert 
wurden, und in den Fig. 3e und 3f CTL, die unter Verwendung des 
Adipophilin-Peptids mit der SEQ ID-Nr. 2 induziert wurden. 
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Wie in den Figuren 3a bis 3f zu erkennen ist, lysierten die 
CTL, die fiir das c-Met-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 1 (Fig. 3a bis 
3d) Oder fiir das Adipophilin-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 2 (Fig. 
3e und 3f) spezifisch sind, effizient Tumor zellen^ die sowohl 
HLA-A*02 als auch c-Met oder Adipophilin exprimieren (also in 
Fig. 3a die Zelllinie HCT 116, in Fig. 3b die Zelllinie A 498, 
in Fig. 3c die Zelllinien MZ 1257 und MEL 1479 und in Fig. 3d 
die Zelllinien MCF-7 und U 266; in Fig. 3e die Zelllinien 
A 498, U 266 und MCF-7, in Fig. 3f die Zelllinien MZ 1774, Mel 
1479 und MZ 1257. Die spezifische Lyse wurde - wie oben unter 
2.4. angegeben - durch die ^^Cr-Freisetzung gemessen. Die Kon- 
troll-Zelllinie SK-OV-3 ( HLA-A-*02-negativ) hingegen wurde 
weder durch CTL lysiert^ die durch das Peptid mit der SEQ ID- 
Nr, 1 induziert wurden, noch durch CTL, die durch das Peptid 
mit der SEQ ID-Nr. 2 induziert wurden. Dies zeigte, dass beide 
Peptide im Zusammenhang mit HLA-A*02-Molekulen auf den Tumor- 
zellen prasentiert werden miissen, um die Target-Zellen effi- 
zient zu lysieren. Ferner wird dadurch die Antigen-Spezif itat 
und die MHC-Restriktion der CTL bestatigt. 

Die In vitro durch das Peptid mit der SEQ ID-Nr. 1 induzierten 
CTL-Zellen erkannten daruber hinaus auch nicht die Zelllinie 
K562 (siehe Fig. 3a, 3b und 3d), was zeigt, dass die zytotoxi- 
sche Aktivitat nicht durch Naturliche Killerzellen (NK) -Zellen 
vermittelt wurde. 

c ) Inhibitions -Ass ays 



Um die Antigen-Spezif itat und die MHC-Restriktion der in-vitro- 
induzierten CTL weiter zu verif izieren, wurden Inhibitions- 
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Assays mit nicht-^^Cr-markierten („kalten'') Inhibitor-Zelllinien 
durchgef lihrt • 

Hierbei wurde die Fahigkeit von Peptid-gepulsten Zelllinien 
analysiert, die Lyse von Tumor-Zellen zu inhibieren, bzw. zu 
kompetitieren. Dazu wurde ein Uberschuss an Inhibitor (also an 
gepulsten, unmarkierten Zellen) eingesetzt. Das Verhaltnis des 
Inhibitors (Peptid-gepulste Zellen) zum Target (Tumor-Zellen) 
betrug 20:1. Bei Lyse der Inhibitor-Zelllinien konnte kein ^^Cr 
freigesetzt werden, da die Inhibitor-Zelllinien unmarkiert 
waren . 

Als Inhibitor wurde die Zelllinie T2 (HLA-A*02; TAP— def izient ; 
siehe unter 2. 5 -a)) eingesetzt. Diese Zelllinie T2 wurde vor 
den Assays jeweils mit den relevanten Peptiden (SEQ ID-Nr. 1 
Oder 2) oder einem irrelevanten Kontrollpeptid (Survivin (=Sv), 
SEQ ID-Nr. 80) gepulst . 

Die Ergebnisse dieser Tests sind in den Fig. 4a bis 4c gezeigt, 
wobei in den Fig. 4a und 4b CTL eingesetzt wurden, die durch 
das c-Met-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 1 induziert wurden und in 
Fig. 4c CTL, die durch das Adipophilin-Peptid mit der SEQ ID- 
Nr. 2 induziert wurden. 

In Fig. 4a und 4b wurde die Lyse der ^^Cr-markierten Zelllinien 
U 266 und A 498 getestet, und zwar ohne Inhibitor-Zelllinie 
(jeweils die Kurve mit den schwarz ausgefullten Kastchen); mit 
der Inhibitor-Zelllinie T2, gepulst mit einem irrelevanten 
Peptid (Survivin; SEQ ID-Nr. 80; Negativkontrolle, Kurven mit 
den ausgefullten Dreiecken); und mit der Inhibitor-Zelllinie 
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T2, gepulst mit dem c-Met-Peptid mit der SEQ ID-Nr, 1 (Kurven 
mit den nicht ausgefiillte Rhomben). 

Ohne Vorliegen der Inhibitor-Zellen wurde eine Lyse der Tumor- 
zellen durch CTL beobachtet (siehe in den Fig. 4a bis 4d je- 
weils die Kurven mit den schwarz ausgefullten Kastchen) . Wie 
den Abbildungen 4a und 4b ferner zu entnehmen ist, fand bei 
einem Uberschuss an Inhibitor-Target keine Lyse der Tumorzellen 
statt (und somit keine ^^Cr-Freisetzung) , sofern das Inhibitor- 
Target mit dem c-Met-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 1 gepulst war 
(siehe jeweils die Kurven mit den nicht ausgefullten Rhomben- 
Symbolen). Die Aktivitat der CTL richtete sich auf die im Uber- 
schuss vorliegenden, unmarkierten T2-Zellen, so dass diese und 
nicht die Tumorzellen lysiert wurden. Die T2-Zellen, die mit 
einem irrelevanten Peptid (jeweils Survivin; SEQ ID-Nr. 80) 
gepulst waren, konnten die Lyse der Tumorzellen durch die CTL 
nicht inhibieren^ so dass f reigesetztes ^^Cr gemessen werden 
konnte (siehe in Fig. 4a und 4b die Kurven mit den schwarz 
ausgefullten Dreiecken). 

Ahnliches konnte bei Verwendung von CTL beobachtet werden, die 
durch Einsatz des Adipophilin-Peptids mit der SEQ ID-Nr. 2 
induziert wurden (siehe Fig. 4c): 

Die MHC-Restriktion und die Antigen-Spezif itat der zytotoxi- 
schen Aktivitat, die durch die Adipophilin-induzierten CTL 
vermittelt wurde, konnte unter Verwendung eines HLA-A*02- 
spezifischen monoklonalen Antikorpers und in einem Inhibitions- 
Assay mit unmarkiertem („kaltem") Inhibitor bestatigt werden: 
Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Fig- 4c gezeigt. Die A 
498-Tumorzellen wurden durch Zugabe des HLA-A*02-spezif ischen 
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Antikorpers (monoklonaler Antikorper BB7.2, IgG2b, erhalten von 
S. Stef anovic, Tubingen) blockiert, so dass sie durch Zugabe 
der CTL nicht lysiert wurden und kein ^^Cr freigesetzt wurde 
(siehe Fig. 4c die Kurve mit nicht ausgefullten Dreiecks- 
Symbolen). Als Kontrolle diente ein unspezif ischer Antikorper, 
der das HLA-A*02-Molekul nicht blockierte (ChromPure Maus IgG, 
Dianova, Deutschland; siehe in Fig. 4c die Kurve mit den ausge- 
fullten Kastchen) . Fiir diese Inhibierungs-Versuche wurden die 
Zellen vor Aussaat auf den 96-well-Platten 30 min. mit 10 jug/ml 
Antikorper inkubiert. 

Ferner zeigte sich, dass die T2-Koinpetitions~Zelllinie , die mit 
dem irrelevanten Peptid Survivin mit der SEQ ID-Nr. 80 gepulst 
wurde (T2/SV), die CTL-vermittelte Lyse der Tumor-Zelllinie 
A 498 nicht inhibieren konnte (siehe in Fig. 4c die Kurve mit 
schwarz ausgefullten Kreisen), dass jedoch die mit dem Adi- 
pophilin-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 2 gepulste T2-Inhibitor- 
Zelllinie (T2/AD) die Lyse der Tumor-Zelllinie inhibieren konn- 
te, so dass in letzterem Fall keine ^^Cr-Freisetzung gemessen 
werden konnte (siehe in Fig. 4c die Kurve mit x-Symbolen). 

d) Spezifische Lyse transf izierter DC 

In einem nachsten Versuch wurde die zytotoxische Aktivitat der 
CTL bei einem autologen Versuchsansatz analysiert. Hierzu wur- 
den autologe DC, die aus den gleichen PBMNC gewonnen wurden wie 
diejenigen, die flir die CTL-Induktion (siehe unter 2,2,) ver- 
wendet wurden, als Target-Zellen eingesetzt. Vor Durchfiihrung 
des CTL-Assays wurden die DC mit RNA elektroporiert , welche 
zuvor entweder aus Tumor-Zelllinien isoliert wurde oder welche 
Kontroll-RNA darstellte (in vitro transkribierte EGFP-RNA 
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(enhanced Green fluorescent Protein-RNA) ; verwendetes Plasmid: 
pSP64 Poly(A) EGFPII, erhalten von Van Tendeloo, Antwerpen, 
Belgian). Die Gesamt-RNA wurde aus den Tumorzellen mittels des 
QIAGEN Rneasy Mini Kits (QIAGEN, Hilden, Deutschland) nach 
Angaben des Herstellers isoliert. Menge und Reinheit der RNA 
wurde photometrisch bestimmt und in Aliguots bei -80 °C aufbe- 
wahrt . 

Vor der Elektroporation an Tag 6 wurden unreife DC zweimal mit 
Serum-freiem X-VIVO 2 0 Medium (BioWhittaker , Walkersville, USA) 
gewaschen und in einer Endkonzentration von 2 x 10*^ Zellen/ml 
resuspendiert . AnschlieBend wurden 200 jjl der Zellsuspension 
mit 10 jjg der Gesamt-RNA gemischt und in einer 4 mm Kuvette 
mittels eines Easyject Plus"^'' (Peqlab, Erlangen Deutschland) 
elektroporiert (Parameter: 300 V, 150 jjF , 1540 Pulszeit: 231 
ms). Nach der Elektroporation wurden die Zellen sofort in RPIO 
Medium uberfiihrt und wieder in den Inkubator gegeben. Mehr als 
80 % der Zellen waren nach der Elektroporation lebensfahig. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsansatze sind in den Fig, 5a und 
5b gezeigt. In Fig. 5a wurden CTL eingesetzt^ die durch Verwen- 
dung des c-Met-Peptids mit der SEQ ID-Nr. 1 induziert waren, in 
Fig. 5b wurden CTL eingesetzt, die durch Verwendung des Adi- 
pophilin-Peptids mit der SEQ ID-Nr. 2 induziert waren. 

Nach Durchfuhrung des CTL-Assays mit durch das c-Met-Peptid mit 
der SEQ ID-Nr. 1 induzierten CTL (siehe unter 2.4.) konnte eine 
spezifische Lyse von DC beobachtet werden, welche mit RNA von 
c-Met-exprimierenden Tumor-Zelllinien (A 4 98 und MCF-7) 
elektroporiert waren (siehe in Fig. 5a die Kurven mit den 
schwarz ausgefullten Symbolen). DC, die mit RNA der nicht c- 
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Met-exprimierenden Tumor-Zelllinie Croft elektroporiert waren, 
wurden hingegen nicht lysiert (siehe Kurve itiit den nicht ausge- 
f iillten Rhomben ) . 

CTL, die durch das Adipophilin-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 2 
induziert waren^ lysierten DC, welche mit RNA der Adipophilin- 
exprimierenden Zelllinie A 498 elektroporiert waren (siehe in 
Fig, 5b die Kurve mit den schwarz ausgefiillten Dreiecken) . 
Ferner wurden DC lysiert, die mit dem Adipophilin-Peptid mit 
der SEQ ID-Nr. 2 gepulst waren (siehe in Fig. 5b die Kurve mit 
den schwarz ausgefullten Rhomben), Hingegen wurden DC, die mit 
Kontroll- ( EGFP ) RNA elektroporiert wurden, nicht lysiert (siehe 
in Fig. 5b die Kurve mit den nicht ausgefullten Dreiecken) . 

Dies zeigt, dass - nach Transfektion der DC mit RNA von c-Met- 
oder Adipophilin-positiven Tumor-Zellen - die identif izierten 
Peptide, also das c-Met-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 1 und das 
Adipophilin-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 2, prozessiert und pra- 
sentiert werden. 

s ) Induktion von Adipophilin-spezif ischen CTL in einem Pati- 

enten mit chronisch lymphatischer Leukamie 

In einem weiteren Versuch wurden aus PBMNC eines HLA-A-*0201- 
positiven Patienten mit chronisch lymphatischer Leukamie (CLL) 
CTL generiert, die flir das Adipophilin-Peptid mit der SEQ ID- 
Nr .2 spezifisch waren. Der Patient befand sich nach einer Be- 
handlung mit Fludarabin in Remission. Ferner wurden autologe 
primare CLL-Zellen und DC dieses Patienten als ^^Cr-markierte 
Targets in einem Assay eingesetzt, bei welchem eine ^^Cr- 
Freisetzung durch die Peptid-induzierten CTL vermittelt wird. 
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Wie in Fig, 6 gezeigt ist, wurden sowohl die autologen DC die- 
ses Patienten, welche mit dem Adipophilin-Peptid mit der SEQ 
ID-Nr. 2 gepulst wurden ("DC+AD"), als auch die autologen CLL- 
Zellen ( "CLL Zellen") durch die Peptid-induzierten CTL lysiert. 
DC^ welche mit dem irrelevanten Peptid Survivin mit der SEQ ID- 
Nr. 80 gepulst wurden, wurden hingegen nicht lysiert ("DC+SV"). 
Auch nicht-maligne B-Zellen und die Zelllinie K 5 62 wurden 
nicht durch die CTL lysiert. 

Die Spezifitat der CTL-Antwort wurde in einem Target- 
Inhibitions-Assay bestatigt^ wobei als Inhibitor-Zellen die 
Zelllinie T2 (s.o.) eingesetzt wurde, welche jeweils mit dem 
Adipophilin-Peptid mit der SEQ ID-Nr. 2 oder mit dem irrelevan- 
ten Peptid Survivin mit der SEQ ID-Nr. 8 0 gepulst waren. Die 
durch Verwendung des Adipophilin-Peptids mit der SEQ ID-Nr. 2 
induzierten CTL lysierten auch hier die im Uberschuss vorlie- 
genden Inhibitor-Zelllinien, die mit dem relevanten Peptid mit 
der SEQ ID-Nr. 2 gepulst waren, so dass die ^^Cr-markierten 
Tumorzellen in diesem Fall nicht lysiert wurden (siehe in Fig. 
6 die Kurve mit den nicht ausgefullten Kastchen) . 

Zusammengef asst konnten die Erfinder somit zeigen, dass die 
identif izierten Peptide vielversprechende Substanzen im Rahmen 
einer Immuntherapie bei einer Vielzahl von (Tumor-) Erkrankun- 
gen darstellen. 
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Tabelle 1 





Sequenz 


Posit ion /Genart 


Acc • Nr • 


SEQ 


ID-Nr. 




Patient RCCOl 














HLA-A*02 














1. 


YVDPVITS I 


654-662 

met prot o-oncogen 


J02958 


SEQ 


ID 


-Nr . 


1 


2. 


SVASTITGV 


129-137 

adipose differentiation-related 
protein 


X97324 


SEQ 


ID 


-Nr. 


2 


3. 


ALLNIKVKL 


365-373 


M26326 


SEQ 


ID 


-Nr. 


3 


4. 


ALFDGDPHL 


1-9 


AB002365 


SEQ 


ID 


-Nr. 


4 


5. 


RLLDYWNI 


679-687 

hypothetical protein FLJ2000 4 


AB040951 


SEQ 


ID 


-Nr. 


5 


6, 


ALANGIEEV 


101-109 

apolipoprotein L, 3 


Ay014906 


SEQ 


XJJ 




6 


7. 


QLIDKVWQL 


593-601 

SEC14 (S .cerevisiae) -like 1 


D67029 


SEQ 


ID 


-Nr. 


7 


8. 


ALSDLEITL 


389-397 

mitogen inducible 2 


224725 


SEQ 


ID 


-Nr. 


8 


9, 


ILDTGTIQL 


174-182 

kidney- and liver-specific gene 


AB013094 


SEQ 


ID 


-Nr. 


9 


10, 


SLLGGDWSV 


27-36 

delta sleep inducing peptide, 
immunore actor 


AF153603 


SEQ 


ID 


-Nr. 


10 


11. 


FLDGKELTL 


167-175 

chloride intracellular channel 
1 


U93205 


SEQ 


ID 


-Nr. 


11 


12. 


NLLPKLHIV 


179-187 

chloride intracellular channel 
1 


U93205 


SEQ 


ID 


-Nr. 


12 


13. 


ALASHLIEA 


507-515 

EH-domain containing 2 


AF181263 


SEQ 


ID 


-Nr. 


13 


14. 


SLYGGTITI 


296-304 

hypothetical protein FLJ1118 9 


AK000697 


SEQ 


ID 


-Nr. 


14 
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15. 



16. 



17. 



18, 



19. 



20. 



21- 



FLLDKKIGV 



FLDGNEMTL 



AIVDKVPSV 



DVASVIVTKL 



LASVSTVL 



VMAPRTLVL 



LLFDRPMHV 



HIA-A*68 



22, 



23, 



24. 



25. 



26. 



27. 



28. 



29. 



30. 



31, 



MTSALPIIQK 



MAGDIYSVFR 



ETIPLTAE KL 



DVMVGPFKLR 



TIIDILTKR 



TIVNILTNR 



TIIDIITHR 



SIFDGRWAK 



STIEYVIQR 



ELIKPPTI LR 



218-226 

chaperonin containing TCPl, 
subunit. 2 (beta) 

178-186 

chloride intracellular channel 4 
147-155 

coat-protein gamma-cop 
241-250 

signal recognition particle 
54kD 

130-137 

hemoglobin, alpha 2 

3-11 
HLA-A 

267-275 
hnRNP M 



62-71 

adipose differentiation-related 
protein 

349-358 

adipose differentiation-related 

protein 

115-124 

cyclin Dl/PRADl 
934-943 

A kinase (PRKA) anchor protein 2 

64-72 

annexin Al 
55-63 

annexin A2 

385-393 
annexin A6 

107-116 

putative membrane protein 
115-123 

Sec23 (S. cerevisiae) homolog B 
132-141 

adaptor-related protein cortplex 3 



AF026166 



AF097330 



AF100756 



U51920 



AF230076 



L03532 



X97324 



X97324 



X59798 



AJ303079 



X05908 



BC001388 



J03578 



AB020980 



BC005032 



AF092092 



SEQ ID-Nr. 15 



SEQ ID-Nr. 16 



SEQ ID-Nr, 



SEQ ID-Nr, 



17 
18 



SEQ ID-Nr. 19 



SEQ ID-Nr. 20 



SEQ ID-Nr, 21 



SEQ ID-Nr. 22 



SEQ ID-Nr, 23 



SEQ ID-Nr. 24 



SEQ ID-Nr. 25 



SEQ ID-Nr. 26 



SEQ ID-Nr. 27 



SEQ ID-Nr. 28 



SEQ ID-Nr. 29 



SEQ ID-Nr. 30 



SEQ ID-Nr. 31 
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EIAMATVTMiR 



ETIGEIIiKK 



SLADIMAKR 



248-258 

aldolase A, fructose- 
biphosphate 

95-103 
hnRNP K 

86-94 

ribosomal protein L2 4 



\-B*44 Oder HLA-B*18 



EEIAFLKKL 



DEAAFLERL 



DEMKVLVL 



DEVKFLTV 



NENSLFKSL 



DEFKVWV 



EEVKLIKKM 



DEVKLPAKL 



TERELKVAY 



NEFSLKGVDF 



NEQDLGIQY 



EERIVELF 



EEIREAFRVF 



DEYIYRHFF 



229-237 
vimentih 

92-100 
caldesmon 1 

545-552 

spectrin, beta, non-erythro- 
cytic 1 

191-198 
annexin A4 

935-943 

clathrin, heavy polypeptide 
(He) 

373-380 

coat protein, gamma-cop 

137-145 

ferritin, light polypeptide 
158-166 

polymerase I and transcript 
release factor 

637-645 

hypothetical protein FLJ2000 4 

86-95 
ets-1 

169-177 

catenin alpha 1 
306-313 

signal transducer and activator 
of transcription 3 

84-93 

calmodulin 3 
344-352 

cell cycle progression 8 pro- 
tein 



X12447 



BC000355 



BC000690 



M14144 



M64110 



M96803 



M82809 



D21260 



AF100756 



M11147 



AF312393 



AB040951 



J04101 



D13866 



BC000627 



J04046 



AF011794 



SEQ ID-Nr, 32 



SEQ ID-Nr. 33 



SEQ ID-Nr. 34 



SEQ ID-Nr. 35 



SEQ ID-Nr. 36 



SEQ ID-Nr. 37 



SEQ ID-Nr. 38 



SEQ ID-Nr. 39 



SEQ ID-Nr. 40 



SEQ ID-Nr. 41 



SEQ ID-Nr. 42 



SEQ ID-Nr. 43 



SEQ ID-Nr. 44 



SEQ ID-Nr. 45 



SEQ ID-Nr. 46 



SEQ ID-Nr. 47 



SEQ ID-Nr. 48 



wo 03/102023 



PCT/EP03/03181 



38 



DELELHQRF 



SEVKFTVTF 



lETIINTF 



KENPLQFKF 



DEVRTLTY 



GEAWNRVF 



EEVLIPDQKY 



DEGRLVLEF 



DEVELIHF 



VEVLLNYAY 



TENDIRVMF 



LEGLTWY 



NELPTVAF 



EEFGQAFSF 



VEAIFSKY 



DERTFHIFY 



308-316 

adenovirus 5 ElA binding 
protein 

80-88 

galectin 2 
12-19 

calgranulin B 

61- 69/72-80 

villin 2 (ezrin) / (radixin) 
41-48 

hnRNP me thy Itransf erase, S. 
cerevisiae-like 2 

43-51 

large multifunctional protease 
2, LMP2 

385-394 

F-box and leucine-rich repeat 
protein 3A 

163-171 

sterol 0-acyltransf erase 1 
838-845 

chromatin-specif ic 
transcription elongation factor 

83-91 

NSl-binding protein 
120-128 

CUG triplet repeat, RNA-binding 
protein 1 

62- 69 

coatomer protein complex 
subunit zeta 1 

192-199 

hypothetical protein 
77-85 

MHC, class II, DP alpha 1 
33-40 

hnRNP C (C1/C2) 

277-285 

myosin, heavy polypeptide 10 , 
non-muscle 



X86098 



M87842 



M26311 



J05021/ 
I1O232O 

Y10807 



Z14977 



AF126028 



L21934 



AF152961 



AF205218 



AF267534 



AF151878 



AK001475 



X03100 



M29063 



M69181 



SEQ ID-Nr. 49 



SEQ ID-Nr. 50 



SEQ ID-Wr. 51 



SEQ ID-Nr, 52 



SEQ ID-Nr. 53 



SEQ ID-Nr. 54 



SEQ ID-Nr. 55 



SEQ ID-Nr. 56 



SEQ ID-Nr. 57 



SEQ ID-Nr. 58 



SEQ ID-Nr. 59 



SEQ ID-Nr. 60 



SEQ ID-Nr. 61 



SEQ ID-Nr, 62 



SEQ ID-Nr. 63 



SEQ ID-Nr. 64 
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65. 

66. 

67. 
68. 



TEKVLAAVY 



VESPLSVS F 



SEAGSHTLQW 



DEGKVIRF 



Patient RCC13 



69. 



70. 



71. 



72. 



73. 



74. 



75, 



76. 



77. 



ALAAWTEV 



TLIEDILGV 



ALFGALFLA 



VLATLVLLL 



TLDDLIAAV 



YLDNGWFV 



SVFAGWGV 



SLINVGLI SV 



ALADGVQKV 



HIA-A*24 



78. 



79. 



TYGEIFEKF 



YYMIGEQKF 



206-214 

aldolase B, fructose- 
bisphosphate 

159-167 

hypothetical protein FLJ22318 

MHC-I 

56-63 

EST reading frame-1 



frameshift, DDX3 reading frame 

+2 

209-217 

transient receptor protein 4 
associated protein 

2-10 

phospholipid transfer protein 

72-80 
EST 

325-333 

hypothetical protein FLJ1004 2 

316-324 

damage-specific DNA binding 
protein 1 (127kD) 

581-589 

guanylate cyclase 1, soluble, 
alpha 3 

48-57 

acidic protein rich in leucines 
176-184 

apolipoprotein L, 1) 



107-115 

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
1, (B14.5b) 

203-211 

nicotinamide-n-methy Itrans- 
f erase 



K01177 



AK025971 



BF431469 



AF061337 



AL132825 



L26232 



AA483794 



AK000904 



U18299 



U58855 



BC000476 



AF323540 



AF070652 



U08021 



SEQ ID-Nr. 65 

SEQ ID-Nr. 66 

SEQ ID-Nr. 67 

SEQ ID-Nr. 6 8 



SEQ ID-Nr. 



SEQ ID-Nr. 



SEQ ID-Nr, 



SEQ ID-Nr, 



SEQ ID-Nr, 



SEQ ID-Nr. 



SEQ ID-Nr, 



69 



70 



SEQ ID-Nr. 71 



72 



SEQ ID-Nr. 73 



74 



SEQ ID-Nr. 75 



76 
77 



78 



SEQ ID-Nr. 7 9 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Inimatics Biotechnologies GmbH 

<120> An MHC-Molekiile bindende Tumor-assoziierte Peptide 

<130> 4648P102 

<160> 79 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Tyr Val Asp Pro Val lie Thr Ser lie 
1 5 



<210> 2 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Ser Val Ala Ser Thr He Thr Gly Val 
1 5 



<210> 3 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Ala Leu Leu Asn He Lys Val Lys Leu 
1 5 



<210> 4 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 



Ala Leu Phe Asp Gly Asp Pro His Leu 
1 5 
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<210> 5 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

Arg Leu Leu Asp Tyr Val Val Asn lie 
1 5 



<210> 6 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

Ala Leu Ala Asn Gly lie Glu Glu Val 
1 5 



<210> 7 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

Gin Leu lie Asp Lys Val Trp Gin Leu 
1 5 



<210> 8 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Ala Leu Ser Asp Leu Glu lie Thr Leu 
1 5 



<210> 9 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 



lie Leu Asp Thr Gly Thr lie Gin Leu 

1 5 
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<210> 10 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

Ser Leu Leu Gly Gly Asp Val Val Ser Val 
15 10 



<210> 11 . 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 

Phe Leu Asp Gly Asn Glu Leu Thr Leu 
1 5 



<210> 12 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<40Q> 12 

Asn Leu Leu Pro Lys Leu His lie Val 
1 5 



<210> 13 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

Ala Leu Ala Ser His Leu lie Glu Ala 
1 5 



<210> 14 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 



Ser Leu Tyr Gly Gly Thr lie Thr lie 
1 5 
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<210> 15 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

Phe Leu Leu Asp Lys Lys lie Gly Val 
1 5 



<210> 16 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 16 

Phe Leu Asp Gly Asn Glu Met Thr Leu 
1 5 



<210> 17 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

Ala lie Val Asp Lys Val Pro Ser Val 
1 5 



<210> 18 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 18 

Asp Val Ala Ser Val lie Val Thr Lys Leu 
15 10 



<210> 19 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 19 



Leu Ala Ser Val Ser Thr Val Leu 
1 5 
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<210> 20 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 20 

Val Met Ala Pro Arg Thr Leu Val Leu 
1 5 



<210> 21 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 21 

Leu Leu Phe Asp Arg Pro Met His Val 
1 5 



<210> 


22 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


22 



Met Thr Ser Ala Leu Pro lie lie Gin Lys 
15 10 



<210> 


23 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


23 



sapiens 



Met Ala Gly Asp lie Tyr Ser Val Phe Arg 
15 10 



<210> 24 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 24 



Glu Thr lie Pro Leu Thr Ala Glu Lys Leu 
15 10 
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<210> 25 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 25 

Asp Val Met Val Gly Pro Phe Lys Leu Arg 
15 10 



<210> 26 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 26 

Thr lie lie Asp lie Leu Thr Lys Arg 
1 5 



<210> 27 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 27 

Thr lie Val Asn lie Leu Thr Asn Arg 
1 5 



<210> 28 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 28 

Thr lie lie Asp lie lie Thr His Arg 
1 5 



<210> 29 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 29 



Ser lie Phe Asp Gly Arg Val Val Ala Lys 
15 10 
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<210> 30 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 30 

Ser Thr lie Glu Tyr Val lie Gin Arg 
1 5 



<210> 31 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 31 

Glu Leu lie Lys Pro Pro Thr lie Leu Arg 
15 10 



<210> 32 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 32 

Glu lie Ala Met Ala Thr Val Thr Ala Leu Arg 
15 10 



<210> 33 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 33 

Glu Thr lie Gly Glu lie Leu Lys Lys 
1 5 



<210> 34 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 34 



Ser Leu Ala Asp lie Met Ala Lys Arg 
1 5 
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<210> 35 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 35 

Glu Glu lie Ala Phe Leu Lys Lys Leu 
1 5 



<210> 36 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 36 

Asp Glu Ala Ala Phe Leu Glu Arg Leu 
1 5 



<210> 37 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 37 

Asp Glu Met Lys Val Leu Val Leu 
1 5 



<210> 38 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 38 

Asp Glu Val Lys Phe Leu Thr Val 
1 5 



<210> 39 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 39 



Asn Glu Asn Ser Leu Phe Lys Ser Leu 
1 5 
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<210> 40 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 40 

Asp Glu Phe Lys Val Val Val Val 
1 5 



<210> 41 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 41 

Glu Glu Val Lys Leu lie Lys Lys Met 
1 5 



<210> 42 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 42 

Asp Glu Val Lys Leu Pro Ala Lys Leu 
1 5 



<210> 43 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 43 

Thr Glu Arg Glu Leu Lys Val Ala Tyr 
1 5 



<210> 44 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 44 



Asn Glu Phe Ser Leu Lys Gly Val Asp Phe 
15 10 



wo 03/102023 



49 



<210> 45 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 45 

Asn Glu Gin Asp Leu Gly lie Gin Tyr 
1 5 



<210> 46 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 46 

Glu Glu Arg lie Val Glu Leu Phe 
1 5 



<210> 47 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 47 

Glu Glu lie Arg Glu Ala Phe Arg Val Phe 
15 10 



<210> 48 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 48 

Asp Glu Tyr lie Tyr Arg His Phe Phe 
1 5 



<210> 49 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 49 



Asp Glu Leu Glu Leu His Gin Arg Phe 
1 5 
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<210> 50 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 50 

Ser Glu Val Lys Phe Thr Val Thr Phe 
1 5 



<210> 51 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 51 

lie Glu Thr lie lie Asn Thr Phe 
1 5 



<210> 52 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 52 

Lys Glu Asn Pro Leu Gin Phe Lys Phe 
1 5 



<210> 53 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 53 

Asp Glu Val Arg Thr Leu Thr Tyr 
1 5 



<210> 54 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 54 



Gly Glu Ala Val Val Asn Arg Val Phe 
1 5 
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<210> 55 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 55 

Glu Glu Val Leu lie Pro Asp Gin Lys Tyr 
15 10 



<210> 56 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 56 

Asp Glu Gly Arg Leu Val Leu Glu Phe 
1 5 



<210> 57 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 57 

Asp Glu Val Glu Leu lie His Phe 
1 5 



<210> 58 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 58 

Val Glu Val Leu Leu Asn Tyr Ala Tyr 
1 5 



<210> 59 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 59 



Thr Glu Asn Asp lie Arg Val Met Phe 
1 5 
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<210> 60 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 60 

Leu Glu Gly Leu Thr Val Val Tyr 
1 5 



<210> 61 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 61 

Asn Glu Leu Pro Thr Val Ala Phe 
1 5 



<210> 62 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 62 

Glu Glu Phe Gly Gin Ala Phe Ser Phe 
1 5 



<210> 63 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 63 

Val Glu Ala lie Phe Ser Lys Tyr 
1 5 



<21G> 64 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 64 



Asp Glu Arg Thr Phe His lie Phe Tyr 
1 5 



wo 03/102023 



PCT/EP03/03181 



53 



<210> 65 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 65 

Thr Glu Lys Val Leu Ala Ala Val Tyr 
1 5 



<210> 66 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 66 

Val Glu Ser Pro Leu Ser Val Ser Phe 
1 5 



<210> 


67 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


67 



sapiens 



Ser Glu Ala Gly Ser His Thr Leu Gin Trp 
15 10 



<210> 68 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 68 

Asp Glu Gly Lys Val lie Arg Phe 
1 5 



<210> 69 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 69 



Ala Leu Ala Ala Val Val Thr Glu Val 
1 5 
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<210> 70 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 70 

Thr Leu lie Glu Asp lie Leu Gly Val 
1 5 



<210> 71 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 71 

Ala Leu Phe Gly Ala Leu Phe Leu Ala 
1 5 



<210> 72 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 72 

Val Leu Ala Thr Leu Val Leu Leu Leu 
1 5 



<210> 73 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 73 

Thr Leu Asp Asp Leu lie Ala Ala Val 
1 5 



<210> 74 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 74 



Tyr Leu Asp Asn Gly Val Val Phe Val 
1 5 
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<210> 75 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 75 

Ser Val Phe Ala Gly Val Val Gly Val 
1 5 



<210> 76 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 76 

Ser Leu lie Asn Val Gly Leu lie Ser Val 
15 10 



<210> 77 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 77 

Ala Leu Ala Asp Gly Val Gin Lys Val 
1 5 



<210> 78 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 78 

Thr Tyr Gly Glu lie Phe Glu Lys Phe 
1 5 



<210> 79 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 79 



Tyr Tyr Met lie Gly Glu Gin Lys Phe 
1 5 
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<210> 80 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 80 

Glu Leu Thr Leu Gly Glu Phe Leu Lys Leu 
15 10 



<210> 81 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Humanes Immundef izien z Virus 

<400> 8 1 

lie Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val 
1 5 
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Pa-bentanspruche 

1. Tumor-assoziiertes Peptid mit einer Aminos auresequenz , die 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID-Nr. 1 
bis SEQ ID-Nr. 79 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll, 
wobei das Peptid die Fahigkeit aufweist^ an ein Molekul 
des menschlichen Haupt-Histokompatibilitats-Komplexes 
(MHC) Klasse-I zu binden. 

2. Peptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass zu- 
mindest eine Aminosaure durch eine andere Aminosaure mit 
ahnlichen chemischen Eigenschaf ten ersetzt ist. 

3. Peptid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass N- oder/und C-terminal zumindest eine weitere Amino- 
saure vorhanden ist. 

4. Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zumindest eine Aminosaure deletiert ist- 

5. Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zumindest eine Aminosaure chemisch modifi- 
ziert ist. 

6. Verwendung eines oder mehrerer Peptide nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung von Tumorerkrankungen und/oder adenomatoser Er- 
krankungen. 
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7. Verwendung des Peptids nach einem der Anspruche 1 bis 5 
zur Behandlung von Tuiuorerkrankungen und/oder adenomatoser 
Erkrankungen . 

8. Verwendung nach Anspruch 6 oder 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Erkrankung Nieren-, Brust-, Pankreas-, Magen-, 
Blasen- und/oder Hodenkrebs ist- 

9. Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet , 
dass das Peptid zusammen mit einem Adjuvans eingesetzt 
wird, 

10. Verwendung nach Anspruch 7 oder 8^ dadurch gekennzeichnet, 
dass das Peptid gebunden auf einer Antigen-prasentierenden 
Zelle eingesetzt wird. 

11. Verwendung des Peptids nach einem der Anspruche 1 bis 5 
zur Markierung von Leukozyten, insbesondere von T- 
Lymphozyten • 

12. Verwendung nach Anspruch 11 zur Beurteilung eines Thera- 
pieverlaufs bei einer Tumorerkrankung. 

13. Verwendung des Peptids nach einem der Anspruche 1 bis 5 
zur Herstellung eines Antikorpers. 

14. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend eines oder 
mehrere Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 5. 

15. Nukleinsauremolekul kodierend fur das Peptid nach einem 
der Anspruche 1 bis 5 - 
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16. Vektor umfassend das Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 15. 

17- Zelle, die mit Hilfe des Nukleinsauremoleklils nach An- 
spruch 15 Oder mit Hilfe des Vektors nach Anspruch 16 ge- 
netisch derart verandert wurde, dass sie ein Peptid nach 
einem der Anspruche 1 bis 5 produziert. 
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Fig. 3a 




Fig. 3c 
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Fig. 3f 
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Fig. 5b 
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PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



US 4 810 781 A (HOLLINSHEAD ARIEL 
07 March 1989 (07.03.89) 
Example 1-4 



C) 



SCHIRLE MARKUS ET AL: "Identification of 
tumor-associated MHO class I ligands by a 
novel T eel 1 -independent approach." 
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 
Bd. 30, Nr. 8, August 2000 (2000-08), 
Pages 2216-2225, XP002246625 
ISSN: 0014-2980 
The whole document 



1-17 



1-17 



I I Further documents are listed in the continuation of Box C, | X | See patent family annex. 



* Special categories of cited documents: 

"A" document defining the general state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claini(s) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, e^bitlon or other 
means 

'T" document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



"T" later document published after the international filing date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying tiie invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invoition cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 
7 July 2003 (07.07.03) 


Date of mailing of the international search report 
23 Octobre 2003 (23.10.03) 


Name and mailing address of the ISA/ 

Facsknile No. 


Authorized ofiicer 

Friedrlch, C 

Telephone No. 



FomPCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



International Application No 

EP03/03181 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent familiy 
member(s) 



Publication 
date 



US 4810781 A 07-03-1989 NONE 



Form PCT/ISA/210 (patent famUy annex) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Ihteraatioiial application No. 

EP03/03181 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

Tills ititemational searchreporthas not beenestablishedinrespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for thefollowingreasons: 
1. I X I Claims Nos.: 

' — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
See supplemental sheet additional matter PCT/ISA/210 



2. ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meanitigful international search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet additional matter PCT/ISA/210 



3. ClaimsNos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted ia accordance with the second and third sentences of Rule 6, 4(a). 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This Intemational Searching Authority found multiple inventions in this international apphcatioii, as follows: 

See supplemental sheet 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 

searchable claims. 

2. I [ As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority didnotinvite payment 

of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I x| required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 

1-17 in part 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL, SEARCH REPORT 



Ihtematioiial application No. 

EP03/03181 



The International Searching Authority has determined that this international 
application contains multiple (groups of) inventions, namely 

1. Claims: Invention 1: Claims 1-17 in part 

tumor-associated peptide as per Seq. Id. No. 1 and its use. 

2. Claims: Further Inventions: 2-79 

each further tumor-associated peptide as per Seq. Id. No. 2-79 
and its use represents a separate invention. 



Foim PCT/ISA/210 



INTERNATIONAL, SEARCH REPORT 



Mematioiial application No. 

EP03/03181 



Continuation of 1. 1 

Although Claim 12 relates to a diagnostic method practiced on the human or 
animal body and Claims 7-10 relate to a method for treatment of the human 
or animal body, the search was carried out on the basis of the alleged effects 
of the compound or composition. 

Continuation of 1.2 

The current Claim 2 relates to a disproportionately large number of possible 
compounds. In fact it encompasses so many possible permutations that it 
appears so broadly worded that it is impossible to conduct a meaningful 
search. Therefore, the search was directed to the parts of the claims that can 
be considered concise, that is to Seq. Id. No. 1. 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions 
in respect of which no intemational search report has been established 
normally cannot be the subject of an intemational preliminary examination 
(PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as Intemational Preliminary Examining 
Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for 

subjects that have not been searched. This also applies to cases where the 
claims were amended after receipt of the intemational search report (PCT 
Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the 
procedure under PCT Chapter II. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internatic ktenzeichen 

PCT/EP 03/03181 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C07K7/06 C07K16/00 C12N15/00 



A61K38/00 



Nach der Internal ionalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Ktassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierier Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Kiassifikationssymbote ) 

IPK 7 C07K 



Recherchlerte aber nicht zum MindestprQfstoff gehdrende Ver5ffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der inlernatlonalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, SEQUENCE SEARCH, CHEM ABS Data, WPI Data, 
PAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone'' Bezeichnung der Veroffentiichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



us 4 810 781 A (HOLLINSHEAD ARIEL C) 
7. Marz 1989 (1989-03-07) 
Beispiele 1-4 

SCHIRLE MARKUS ET AL: "Identification of 
tumor-associated MHC class I ligands by a 
novel T cell -Independent approach." 
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 
Bd. 30, Nr. 8, August 2000 (2000-08), 
Seiten 2216-2225, XP002246625 
ISSN: 0014-2980 
das ganze Dokument 
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□ 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



X 



Slehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kalegorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

■A" Veroffentiichung, die den allgemeinen Stand der Technik definlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E' alteres Dokunnent, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
An me Ide datum veroffentllcht worden ist 

"L' Veroffentiichung. die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zwelfelhatt er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Ver5ffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben 1st (wie 

ausgefuhrt) 

"O" Veroffentiichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P' Veroffentiichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorltatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentiichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der Ihr zugrundellegenden 
Theorie angegeben ist 

"X' Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentiichung nicht als neu oder auf 
erfinderlscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y" Ver6ffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderlscher TStigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlfchung mIt einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Verdffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



7. Juli 2003 



Absendedatum des intemationaien Recherchenberichts 



2 3. 19. 03 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Friedrich, C 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Jul! 1992) 



Angaben zu VerSffentlichungen, die zur selben PatentfamiHe gehoren 



Intern alio r 


denzeichen 


PCT/EP 


03/03181 



Im Recherchenbericht 
angefOhrtes Patentdokument 



Datum der 
VeroffentHchung 



Mitgned(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
VeroffentHchung 



US 4810781 



07-03-1989 KEINE 



Formblatt PCT/lSA/210 (Anhang Patentfamilie)(Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Interr as Aktenzelchen 

PCT/EP 03/03181 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchieitoar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Gemaf3 Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 

1 . I X I Anspruche Nr. - 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpfllchtet 1st. namlich 

s1ehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



I X I Anspruche Nr. 

well sie sich auf Teiie der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschrlebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
da3 eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. I I AnsprClche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaBt sind. 



Fold II Bemerkungen bei mangelnder Einheltlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, dafJ diese internationale Anmeldung mehrere Erflndungen enthSIt 

siehe Zusatzblatt 



1 . I j Da der Anmelder alle erforderllchen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreclct sich dieser 
' — ' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchlerbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
I — i zusStzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahiung einer soichen GebQhr auf gefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
* — 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fOr die Gebiihren entrichtet worden sind, nannlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. I Y I Der Anmelder hat die erforderllchen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeltig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrSnkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; dies© ist in folgenden AnsprOchen er- 
faBt: 

1-17 in Teilen 



Bemerkungen hinsictitlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen Gebiihren warden vom Anmelder unter WIderspruch gezahlt. 

I [ Die Zahiung zusStzlicher RecherchengebQhren erfoigte ohne Widerspruch. 



Formbiatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(JuK 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Internationales Aktenzeichen P CT/ EP 03/03181 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dass diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml i ch : 



1. Anspriiche: Invention 1, Erfindung 1: Anspruche 1-17 in Teilen 

Tumorassoziiertes Peptid gemass SEQ ID No.l und dessen 
Verwendung. 



2. Anspruche: Inventions (further), Weitere Erfindungen: 2-79 

Jedes weitere tumorassoziierte Peptid gemass SEQ ID No. 2-79 
und dessen Verwendung stellt eine separate Erfindung dar. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Internationales Aktenzeichen PCTyE P 03 ^3181 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld I.l 

Obwohl der Anspruch 12 sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschl 1chen/t1er1schen Korper vorgenommen w1rd, und Anspruche 7-10 s1ch 
auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl 1chen/tier1schen Korper s 
beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die 
angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

Fortsetzung von Feld 1.2 



Der geltende Patentanspruch 2 bezieht sich auf eine unverhaltni smaBig 
groBe Zahl moglicher Verbi ndungen . In der Tat umfasst erso viele mogliche 
Permutationen da6 er im Sinne von Art. 6 PCT In einem solchen MaBe 
weitlaufig gefasst erscheinen, als daB er eine sinnvolle Recherche 
ermoglicht. Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche 
gerichtet, die als knapp gefaBt gel ten konnen, namlich die SEQ ID No.l. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erf i ndungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fiir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 



